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　　　VariQus丘brinogen　fractio．ns　of　normal　human　plasma　and　plasma　from　patieIlts　with　carcinoma　were
analysed　bY　isoelectric　focusing，　sodium　dedecyl　sulfate　polyacryla皿ide　gel　electrophoresis，　circular
dichroisln，　and　thrombin　clottihg　time．
　　　The　fo11Qwing　results　were　obtained．
　　　　1）Puri丘ed　normal　bulk丘brinogen（1－1）and　fibrinogen　fractions　of　low（1－4）and　high（1－8）solubili－
ties　were　shown　to　be　heterogeneous，　respectively，　by　isoelectric　focusing．　Two血ajor　components　with
pl　values　of　6，60　and　6．83　were　found　in　fraction　1－1．
　　　　2）The　Aαchains　of　fraction　1－4　separated　by　chromatography　on　a　CM－cellulQse　column　were
shown　to　be　heterogeneous　by　sodium　dodecyl　sulfate　polyacryamide　gel　electrophpresis　and　is．oelectfic
focusing，　indicating　plas血in　digestion　of　the　intact　Aαchain加麗ひ。．
　　　　3）　Sequentia正analyses　by　isoelectric　fQcusi．ng　and　s．odiurn　dode¢yl　sulfate　polyacrylamide．　gel　elec－
trophoresis　on　plasm．in　digests　of　fraction　1－4　revealed　that　a　shift　toward　lower　pI　values　and　a　decrease
of　molecular　weights　along　with　decrease　of　Aαchaiロs　occurred　in　its　e．arly　stage．
　　　　4）．The　pI　6．83　component　was　quite　similar　to　fraction　1－4　in　isoelectric　focusing　be．havior，　coagu－
labil．ity，　molecular　weight，　subunit　structure，　circular　dichroism　sp．ectrum，　and　thrombin　clotting　ti．me
while　the　pl　6．60　component　corresponded　to　fraction　L8　and　early　in．ter皿ediates　appearing　ill　the　20
min　digestion．
　　　　5）Fraction　1－1　from　patients　with　carcinotna　showed　a　relative　increas．e　of　plasmin　degraded五brino－
gen　fra¢tions　as　compared　to　normal．　fraction　1－1．
　　　The　above　resuks　indicate　that　plasmin　is　responsible　for　human丘brinogen　microheterogen．eity　and
that　the　fr．action　1－8　is　a且腕1漉こノ。　pfoteo．lytic　product　derived　from　fraction　1－4．　Furthermorε，　the
isoelectric　focusing　was　found　tQ　be　the　most　suitable　te．chnique　for　the　resolution　of　the　microhetero－
geneity　of　human且brinogen，　and　it　may　be　concluded　that　this　method　could　very　well　be　used　for　the
detection　Qf　early　stage　of加哲乙，o　fibrinolysis　which　concomitantly　Qccurs　with　hyperfibrinogenemia
associated　wi亡h　malignancy，　　　　　　　　（Rec．ei▽ed　October　27，1978　and　accepted　December　11，1978）
1　緒 言
　　Fibrinogen分子は細長い，不均斉の線状蛋白体．で，分
子量は約340，0001四4）の巨大分子であり，哺乳動物の血漿
中に200～400mg／dZとかなり高濃度に存在し，血液凝固
に中心的な役割を果している．
　　Fibrinogen分子のmicroheterogeneityについては，
カラムクロマト法5・6），ethanol－glycine分画法7，8），各種
の電気泳動法的手技8～10）などにより従来しぼしぼ指摘さ
れて．きているが，その成因ならびに意義については必ずし
も明らかでない．Throエnbinによる飾rinへの変換とい
う唯一の機能をもった飴rinQgenが，なにゆえに血漿中
において生物学的および物理化学的性状の異なる様々な形
態，例えば，cryo丘brinogen11，12），1－4分画7），1－8分画7）
などを示すのかは実験的にも臨床的にも注目される．問題で
ある．
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　ところで最近，新しい分画法として等電点分画法（ISO－
electrofocusing，　IEF＞が各種蛋白，酵素の分析に広く応
用されてぎた．しかしながら，本法により且brinogenの
分析を試みた報告は極めて少ない．その理由としては，
Arnesen9）が報告しているように，飾rinogenは等電点
で沈殿しやすい性質を有していることである．
　本研究では，著者はこの点に種々の検討を加えるととも
に，従来の方法による飾rinogenのmicroheterogeneity
とIEF法による分析の結果とを対比し，飾rinogenの
micr・hetef・geaeityの存在の機序ならびに生物学的意義
を明らかにした．今回は，正常者および癌患者の血中から
得られた丘brinogenについてIEF法を中心に検討を行
ったが，近年，各種疾患に伴なう丘brinogenの量的，質
的異常に基づく種々の凝血障害が臨床的に重視されてきて・
いるが，特に癌患者では血漿丘brinogen値の上昇は特徴
的な変化とされている．このような状態における飾rino－
gen自体のmicroheterogeneityを検討することは，こ
の担癌生体の高飾rinogen血症発生の機序の問題とも関
連して意義深いものと思われる．
2・5人血中fibrinogenの精製法
　Kazalら15）の方法に若干の改良を加えて室温にて実施し
すべての遠心は2，300Xgで行った．すなわち，血漿に2Q
mM　MgSO4・7H20および0．1　M　epsiron－aminocaproic
acid（EACA）を加え15分撹伴後，　BaSO4（血漿1♂当た
り90g）を加え，さらに1時間撹拝後15分間遠心し上清
を得た．この上清に0．1MEACAおよび2．2　M　gユycine
を加え30分撹伴後15分間遠心し，上清をすて沈殿物を原
上清と等量の0．1MEACA，0．055　M　sodlum　ci亡rate
buEer，　pH　7．4溶液に溶解し，30分撹伴後15分間遠心し
fibrinogen溶液を得た．さらにこの粗fibrinogen溶液に
上述と同様に0．1MEACAおよび2．2　M　glycineを加え
再沈殿を行った．最終丘brinogen沈殿物は原血漿の1／4
容の0．1MEACA，0．055　M　sodium　citrate　b雌er，　pH
7．4溶液に溶解し，30分撹伴後30分間遠心し不溶物を除去
後，さらに同bufferで平衡化したSephadex　G－200　co1－
umn（2．5×100　cm）により精製した（1－1分画），さらにこ
れをMosessonら7）の方法に従い1－4分画と1－8分画に
分画したが，Fig．1にこれらの分画過程の概要を示した，
なおすべての遠心は2，000×g，15分間行った．
2　実験材料および方法
2・1人fibrinogenの調製
　Cohnのethanol分画法13）6の分画1（ethanol　8％で
沈殿する分画）から精製されBlom砿ck　1－0分画に相当
すると思われる市販の人飾rinogen　KABI　Grade　L
（KABI社製，　coagulability　90傷）をさらにBlomback
ら14）の方法に従い純化精製し（1－4分遅），0．055Msodium
citrate　b頑er，　pH　7．4で溶解し飾rinogen量を！0～2G
mg／認とした．
2・2正常者血漿
　健康成人供血者よりシリコン加工針付きプラスチック注
射器を用い前腕静脈より採血し，抗凝固剤として3β傷
sQdium　citrate　1／10量を加え混和後，室温で3，000　rpm，
20分および60分間の2度遠心して乏血小板血漿を分離し，
分離後30～40分以内に使用した．
2・3　癌患者血漿
　血中飾rinogen値が400　mg／d♂以上と高値を示す胃
癌，食道癌，膵臓癌患者を対象にして上記と同様の方法に
て血漿を分離した・
2・4Thromb乱n
　牛thrombin（Parke，　Davis社製）を50％glycero1液
で500単位／m♂として分注し，一20℃に保存し，必要時に
0。C前後に冷却した0．01　M　sodium　phosphate　buffer，
pH　6．4にて100単位／mJとして用いた．
　　　　　　P工asma
　　　　　　むユソごエロロ　ぬエ　
　　　　　　↓
　　　　　Precipi廿aヒe
　　qel　filヒraヒion　on　Sephadex　G－200
　　　　　　ユ
　　　　　　Fr．1一ユ
　　　8竃ethanoエ，　pH　6・4
　　　　　　　　　り
　　　Precipiヒaヒe
　　pro仁ein＝0・21宅r　O・75亀
ヨ　　むレ　ロ　　ユヨユソ　ユひ　ほゆ　ヨゐド　ロ
　　　　　↓
　　5upernaヒanヒ〔Fr＿1－3｝
　　proしe土n＝0．1萌r　6．5宅
　eヒhanQl，　0．45M　qlycineρ　pH
　　　　ら　うド　　るロ
　　　　　↓
　　Precipiヒaヒe〔Fr．1－4｝
　dis501ved　in　O．055M　50d⊥um
　　ciヒra仁e　buffe＝7　pH　7．4
　　Superna七anヒ〔Pr・上一2）
　　　ユさも　ほしドヨロ　エド　　ギ
　　　　↓
　　Precip⊥仁aヒe：Fr．L－5｝
　　proヒein冒Oユー0・1覧
　　8匙　e七hanolr　pH　6．4，
　　　　　　一20　　　　↓
　　Supernatanヒ｛Fr．1－6｝
　　　ユちも　ヨヒれむロりし　　ペロ
　　　　↓
　　Precipi仁atelFr昌lp7）
　　　　　ユトユむユソごま　
　　　　↓
　　PrecipiヒaヒelFr，ユー8｝
disso工ved　in　O．055｝1　Sodi㎝　ciヒ【ate
　　　bufferF　pH　7r4
Fig．1　　Schematic　representation　of　fraction
　　　　procedures。
2・6凝固能の測定
　Laki16）の方法に若干の改良を加えて行った．すなわち
被検丘brinogen溶液（2～4　mg／mZ）を0．1　M　KCL溶液
で20倍に希釈し，280nmで吸光度を測定した．ついで
被検丘brinogen溶液1mZ，　phosphate　bu任er（0．5　M
KH2PO43容，0．5　M　Na2HPO41容）0．1　m♂，蒸留水2．5
mJおよびthrombin（100単位／mZ）0．2　mZを混合し，1時
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　間室温に静置後丘brin塊を除去し上清液を得，280　nmで
　吸光度を測定した．凝固能は次式により計算した．
　　凝固能（coagulability＞（傷）＝［｛20倍希釈且brinogen溶
　　液の280nmでの吸光度一（上述の上清液の280　nmでの
　　吸光度／5．26）｝／20倍希釈飾rinogeロ溶液の280　nmでZ）
　　吸光度］×100
　2・7Fibrinogen量の測定
　　Blomback14＞法に従って定量した．すなわち1m♂の
丘brinogen溶液に0．2　N　NaOH，40弩（W／V）urea溶液
10m」を加え，1時間室温に静置後282・mで吸光度を測
定した・Fibrinogenの濃度はEl轟282　nm＝16。17とし
て計算した．
2・8Plaslninogenの除去
　Mertzら17）の方法に従い実施した．すなわち予め
0．85傷NaC｝，5mM　phosphate　buEer，　pH　7．5溶液で洗
浄したLysi亘e－Sepharose　a岱nity　column（第一化学）
に同bu督erで平衡化した飾rinogen溶液を注入，卸量
流出した後，同bu旋r　4，5　m♂を注加，流出する飾rino－
gen分画を採取し混在したplasminogenを完全に除去
　した．
2・9　等電点分画法
　2・9・1Co1Umn法（IEF）
　Vesterberg　and　Svensson18）の方法に従い実施し，
columnはLKB社製Ampholine　column　8101，120m♂
容量：を使用した，通電中外套管を還流装置に連結し4℃
に保った・D・H・e・Qluti・n｝よpH　3－10域のAmph。Ii。。
（LKB三二）225　m♂に50弩（WIV）sucrose（Schwarz－
Mann山霊，　u］trapure）溶液およびsolid　urea（Schwarz－
Mann社製，　ultrapure）を終濃度7Mになるように加え全
：量を60m♂とした．　Less　dense　solution　lよAmpholine
O・75mZと蒸留水に7M・・ユid・・eaを加え全量60　m」に
調製した・さらに試料溶液は5m♂以内とした．　Column
への注入はAyadら19）の方法により行った．なお試料溶
液の注入は電極液との接触をさけるため途中で行った．
Column上端を陰極，下端を陽極とし，電極液はそれぞれ
2％ethylene　dlamineおよびphosphoric　acid溶液を
使用し・800Vで48時間泳動した．泳動後columnの下
端からproportioning　pumpを用いて流速21n〃分で溶
出し，各分画1mZずつ採取した．各分画につきBecklnan
expandomatic　SS－2　pH　meterを用いて20℃でpHを
測定した・また島津UV－200・p・・…ph…皿…，により
280nmで吸光度を測定した．さらに得られた各peakを
分画採取し，carrier　amphoユite，　uτea，　sucroseを下記に
より除去した．すなわちまずAmicon　DiaHo　membrame
（PM　30）で5倍に濃縮し，　gel濾過法すなわちSephadex
率L屯晃医誌　ユ979
　G－50column（Pharmacia社製，2．5×45　cm）を用いて
0．055Msodium　citrate　buHer，　pH　7．4で下行性に溶出
（流速40mZノ時間）を行った．　Void　volumeの位置に溶出
　される丘brinogen分画を採取した．
2・9・2　Slabgel法（GEF）
　Karlssonら2。）の方法に従い，　LKB　2117　Multiphor
を使用して行った．通電中gel平板は恒温循環装置によ
　り4℃に保った・Gelの作製は6Murea，29．1傷（W／V）
acrylamide溶液10　m♂，8M　urea，09％（WIV）NN－
Methylenebisacrylamide（Bis）溶液10　m48Murea，
20傷（WIV）sucrose溶液36　m♂およびcarrier　amp－
holitesとして，　Ampholine　pH　3－100．2　mJ，　Ampholine
pH　9－110．4m♂，　Ampholine　pH　4－60，2　m♂，　Ampholine
pH　5－70．2　m♂またはAmpholine　pH　5－71，8　m♂，　A－
mpholine　pH　7－91．8　mZを充分に混和後，0．004傷（W／V）
rlboflavin溶液0．4m1を加え26×12　x　O．3　cmのガラス板
築polymerization　setに注入し，光重合させた，試料
0．05m♂を1．OxO．5　cmのWhatman濾紙No．44の紙片
に浸み込ませ，・labgd中央よりやや陰極側に・PP｝yし
た・電極液は，陽極には1Mphosphoric　acid，陰極には
1MNaOH溶液を使用した．初期電圧を250　Vとして60
分後まで約15分半に200Vずつ段階的に電圧を上げ，さ
ら 45分間泳動した．染色は600Cで0．1％coomassie
brilliant　blue　R　250，35％（V／V）methano1，30鬼〔VIV）
sulfosaIicylic　acid，10落（W／V）trichユoroacetic　acld溶
液中で行い，ついで25％（VIV）ethano1，896（V／V）acet－
ic　a id溶液により脱色した．
2・10　等電点分画上の各分画の凝固蛋白〔clot亡able
　　　pro亡ei血）の測定
Column法で等電点分画した各分画の0．1　mZを0．055　M
sodium　phosphate　bu妊er，　pH　6．1で2倍に希釈し，前述
したLaki変法によりclottable　proteinを測定した．
すなわち被検溶液を0・1MKCL溶液で2．2倍に希釈し，
280且m吸光度を測定し，ついで被検溶液1m♂に蒸留水1．1
mZとthrolnbin（100単位ノm♂）0．1　mZを加え，1時間室温
に放置後，生成した丘brin塊をとり除き，上清液につき
280nm吸光度を測定した・Cl・tt・bユ・p・・t・1・は次式に
より計算した．
　Clottable　protein（280　nmでの吸光度として表示され
　る）＝（2．2倍希釈被検溶液の280nn1での吸光度一上述の
　上清液の280nmでの吸光度）×22×2
2．11S・diu磁d・decy1・ulf・t・（SDS）P・lyac。y1。m量de
　　　ge1電気泳動法
Weberら21）の方法を改良して実施した．すなわち試料
またはmarker　protein溶液（1mg／mZ）と，50傷glyc一
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ero1，2％SDS（Schwarz－Mann社製），0．02　M　phosphate
bu任er，　pH　7．2溶液とをそれぞれ等量混合し．これに2－
mercaptoethano1を終濃度1～2傷になるように加えよく
撹恥し，37℃，20時間incubation後，0．05傷bromphe－
nol　blue（BPB）溶液を1／4量加え蛋白25μgから50μg
をgelにapplyした，　Gelの組成は10％acrylamide，
0．27瑠Bis，0ユ％SDS，0ユ5弩N，　N，　Nノ＝N1＝tetrame－
thylethylenediamine（TEMED），0．1　M　sodiuln　phosph－
ate　buf「er，　pH　7．2，0．075弩ammonium　persulfateで垂
直に立てたglass　tube（直径0．8　cm，長さ12．5　cm）に高
さ11cmまでge1溶液を満たし，これに蒸留水をすみや
かに静かに重層し約1時間室温に放置して重合させた．電
極液は0．1傷SDS，0．1　M　sodium　phosphate　b雌er，　pH
7．0溶液を使用した．電気泳動はBuchler社製disc電
気泳動装置を使用，上を陰極に，下を陽極として，定電
流8mA／tubeで約5時間泳動した．泳動終了後gelを
glass　tubeからとり出しBPBのbandの位置に切れ目
を入れて目印とし，室温で0．25％coomassie　brilliant
blue　G－200，45％（V／V）met溢anol，9％（VIV）acedc　acid
溶液により約2時間染色，ついで7．5％（V／V）acetic　acid，
5％（V／V）methanol溶液を漸時交換して約24時間脱色
を行った．相対論動度（Rf）は次式により求めた．
　Rf＝（蛋白質bandの泳動距離／染色後のgelの長さ）×
　（染色前のge1の長さノBPBの泳動距離）
　Marker　proteinを指標として縦軸にlog（分子量），横
軸にRfをとってグラフ上に標準曲線を作製し，これをも
とに未知試料の分子量を推定した．またSDS－polyacry－
lamide　gradient－gel電気泳動法はPharmacia社製泳動
装置GE－4を使用して行った．　Slabgelは市販のgradi－
ent－gel　plate（82×82×4．9　mm，30傷concave　gradient）
を使用した．まず0．1傷SDS，0．1　M　phosphate　bu晩r，
pH　7．2溶液にて定電流50　mAでQvernight．　prerunning
を行いge1の中にSDSを充分に導入した．ついでge1
の上端にsalnple　apPlicaterを挿入し，　mercaptoethanol
未処理の試料を少：量のBPBと混合しge1の上に重層し
た．電極液は0．1％SDS，0．1　M　phosphate　bu旋r，　pH
7，0溶液を用い，gel　Plate　1枚当たり50　mAの定電流で
10時間泳動した．染色は上述のWeber21）法にて行い，脱
色はdestaining　unit（Pllarmacia社製〉を使用し，30庵
（WV）acetic　acid，60％（VIV）nユethand溶液｝こて30分
間行った．
2・12Polyacrylamide　gel電気泳動法（PAGE）
　Clarke22）法により行った．　Ge1の組成は7％acryla－
mide，0ユ8％Bis，0．028％TEMED，0．375　M　Tris－HCl
buEer，　pH　8．9，0．07％ammQnium　persulfateで，直径
0．5cm，長さ7．5　cmのglass　tubeを使用した，試料は
25％sucroseで等量に希釈し，　gelの上に重層した．電
極液は0．025MTris　base，0．192　M　glycine溶液を用い，
前述の電気泳動装置にて200V，4℃2時問泳動した．染
色は室温で1％amidoblack！0　B，7傷（VIV）acetic　acid
溶液中で1時間行い，ついで7％（VIV）acetic　acid溶液
により24～36時間脱色した．
2・13FibrinogenのsubUnitの分離法
　Pechさreら23）の方法により，1－4分画（50　mg）を8M
尿素存在下，Cu2＋を触媒としてアルカリ性でsul丘tolysis
を行いsubunitに解離させた後，　CM－ceUulQse（What－
man　CM　52）colu目皿n（0．9×30　cm）により，8Murea，
0．005M　sodium　acetate　bu任er，　pH　5、3溶液250　m♂と
8Murea，0．15　M　sodium　acetate　buHer，　pH　5．3溶液
250mZでlinear　gradientを形成して流速40　m〃時間で
chfomatographyを行い，4．5　mZずつ分画した．
2・14Fibrinogen分解産物（丘briHogen　degradation
　　　product，　FgDP）の作製と分離法
　FgDPは，1－4分画（10　mg／mZ）にstrep亡okinase（Le－
derle社製，蒸留水にて10，000単位／m♂として分注し，4℃
に保存）終濃度！00単位／mZに加え，37。Cにincubateし
反応系に共存するplasminogenを活性化することによ
りplasmin分解を行い，経時的にその一部にTrasyrol
（Bayer社製，50，000単位／mZ）終濃度200単位／m♂および
EACAを終濃度0．2　Mになるように添加し余分のplas－
min活性を阻止して作製した．その後各反応時点での
FgDPを，予め0．1　M　EACAを含む0．055　M　sodium
citrate　buffer，　pH　7．4で平衡化してあるSephadex　G－
200column（2．5×100　cm）により，流速12　mη時間で上
行性に溶出を行い，各5m♂ずつ分画した．
2・15　円偏光二色性（circu畳ar　dichroism）の測定
　円偏光二色性は偏光二色性測定装置Model　6001を装
着したCarry社のModel　60　spectropolarimeterにて
測定した．Cellはpath　length　1．0および0．l　cmのもの
を使用し，溶液の光学密度が1．8以下になるような蛋白濃
度にて2種以上の濃度条件で測定した．平均残基分子量
（M．W．）は110としてモル楕円率［の（deg・cm2／decimole）
は次式により計算しだ
　［θ1＝θobsd・（M．　W．〉μ・10・c
　　♂＝cellのpath　length（cln），　c＝蛋白濃度（9／m♂）
2・16Thrombin時間の測定
　Fibrinogen溶液またはFgDP溶液（0．5～41ng／m♂）
α5m♂に亡hrombin（100単位加’）0，1謄」を加え飾rin
糸出現までの時間を測定した．
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　　　　　　　　　3　実験成績
　　　　　　　　　　　　　L3・1人血中丘briRogenのmicroheterogeneity
　　に関する検討
　3・1・1等電点分画法の泳動条件に関する検討成績
　緒言で述べた如く飾rinogenはそのまま通常の条件で
等電点分画を実施しても，等電点沈殿を生じるため分画は
不可能であった，著者は種々工夫を重ねた結果，7Murea
を加えることにより始めて分画可能となったが，その際
飾rinogenの構造へのureaの影響を考え，種々の異っ
たurea濃度下における丘brinogenの変性の状態を円偏
光二色性で検討した．基礎実験として1－4分画を用い，通
常蛋白の立体構造は221nmのモル楕円率の値に良く反映
されることからモル楕円率［θ］221を測定した．Table　1
に示すように，未変性飾rinogenのモル楕円率は［θ］
221＝一16，300degcm2／dmolを示し，3M，6M，7Murea
中においてもこれと近似のモル楕円率を示し，飾rinogen
の構造には影響がなかった，しかし8Murea中では［θJ
221＝一14，800degcm2／dmo1とやや低下し，さらに10　M
urea中で［θ1221＝一7，900　degcm2／dmolを示し，丘brin－
ogenの構造に不規則性がみられた．
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Fig．2
Experiment　No． 一［θ］221×10－3
1．　Fibrillogen（Fr，1－4）ln
　O．055Msodium　citrate　buEer，
　pH　7．4
　3Murea
　6Murea
　7Murea
　8Murea
　10Murea
16．3
16．7
15．9
15．9
148
7．9
　3・1・2　1－1分画，1－4分目，1－8分画の
　　　　等電点分画成績
　等電点分画法は，column法とGEF法と平行して実施
した．またいずれの丘brinogen分画も等電点分画操作前
にLysine－Sepharose　a儘nity　columnにてplasminogen
除去を行った．Fig，2（A）はcoagulability　96％の1－1分
置のcolumn法による等電点分画patternである．　pH
5．65～7．55の問に分布し，分画patternは多少のsub－
peakの存在を示しているが基本的に2つのmain　peak
を示し，より酸性側のpeak　IのplはpH　6．60，よリア
ルカリ側のpeak旦のplはpH　6．83であった．そして
さらにpeak　Iとpeak】1をそれぞれ一つに集め，　gel
濾過法によりcarrier　ampholytesを除去後，濃縮し再び
等電点分画を実施したところ，Fig．2（B），（c）に示すよう
に両者ともほぼ単一のpeakを示し，　peakのplはそれ
ぞれ再等電点分画操作前の値と一致したことから，この
microheterogeneityは等電点分画操作中に飾rinogen
とcarrier　amph。lytesの何らかの相互作用により起こる
人工的な現象ではないと考えられた．またcoagulability
95％の1－8分画およびcoagulability　98弩の1－4分画を
column法で等電点分画するとFig．3に示すように，1－8
分画ではpH　5．80～7．25の間に分布しほぼ単一のpeakを
示し，plはpH6．59と1－1分画の等電点分画法による
peak工のそれに良く一致した．一方，1－4分画ではFig．
4に示すようにpH5．94～Z55の間に分布し前者同様ほぼ
単一のpeakを示したが，そのplは明瞭に異なりpH
6．86であり1－1分画の等電点分画法によるpeak∬のそ
れにほぼ一致した．さらに，それぞれの分画のmicro－
heterogeneityの存在を確める目的でGEF法を実施し
た 結果はFig．5に示すように，いずれの分画も中性側
付近に数本のsub－bandに分離した，そして，さらにpI
valueは明瞭ではないにしてもそれぞれの分画の間に相違
が認められcolumn法と同様の成績を示した．以上の
column法およびGEF法の結果から，飾rinpgen自体
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はわずかながら等電点の異なる不均一な物質の集合である
ことを明らかにしえた．
　3・1・3各分画のPAGE法による泳動成績
　7傷gelを使用したPAGEではFig．6に示すように，
1－8分画，1－4分画ともほぼ単一とみなされる泳動band
が得られたが，1－8分画は1－4分画よりもやや易動度の増
加を示した．14分画の等電点分画法によるpeak　Iと
peak一はPAGEでそれぞれ1－8分前と1－4分画の四二
　　　　　　　　　著
　 　÷鼠．β
Fig．6　Polyacrylamide　gel　electrophoresis　of
　　　　fraction　1－8　and　fraction　1一・4，
　　A＝fraction　1－8　　B：fraction　1－4．
度に一致を認めた．
　3・1・4各分画のSDS－PAGE法による泳動成績
　S－S結合切断後，SDS－PAGEを実施し丘brinogen
subunit組成の変動を検索した．成績はFig．7に示すよ
うに，1－4分画には3本の泳動band（Aα鎖，　Bβ鎖，γ
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Fig．7　SDS－polyacrylamide　gel　electrophQresis
　　　　of　fraction　1－8　and　fraction　！－4，
　　　A：fraction　1－4　　B＝fraction　1－8
鎖）が認められたが，1－8分画には2本の泳動band（Bβ
鎖，γ鎖）の他にもう一本のわずかな泳動band（Aα！鎖）
を認めAα鎖に相当するbandはほとんど消失した．
Marker　proteinとしてserum　albumin，γ一globulin，
ovalbumin，　chymotrypsinogenを使用し，　Weber21）法
により分子量を測定すると，これら飾rinogen　subunit
各bandの易動度は分子量68，000（Aα鎖），56，000（Bβ
鎖），47，500（γ鎖），25，000（Aα’鎖）に相当した．1－1分
画の等電点分画法によるpeak　Iとpeak豆については
これらsubunit組成の上でもそれぞれ1－8分画と1－4分
画の泳動所見と全く一致がみられた．
3・2Fibrinogen　subunitの分離とそのmicrohe－
　　　terogeneityに関する検討
　Fig．8はCM　52－ceUulose　columnによる飾rinogen
subunitの溶出patternを示したものである．γ鎖，　Bβ
鎖，Aα鎖の順に溶出され，　Aα鎖分画は幅広いpeakを
示し多様性の存在を窺わせた．そこでこれら各subunit
をcolumn法で等電点分画すると，　Fig、9に示すように，
Aα鎖はpl　6．97，6．34，5．92，5．72，　Bβ鎖はpl　5．60，γ鎖
。。102。304050607。9Q　9。10。11。τ20
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　　FRACTION　　NUMBER
Isoelectrofocusing　patterns　of　chroma－
tographically　isolated　S－sulfo　chains
of　fraction　1－4，
はpl　5．31にそれぞれmain　peakを認め，　Aα鎖，　Bβ鎖
γ鎖の順にpl値が減少し，　Aα鎖分画は等電点上het－
er・geneousな傾向を有した．またFig．10は各subunit
のSDS－PAGEによる泳動成績を示したものであるが，
γ鎖，Bβ鎖の分子量はそれぞ47，500，56，000であった
が，Aα鎖分画は分子量においてもheterogeneousな6
本のbandを示し，これら各bandの易動度は分子量
68，000，52，000，39，000，34，000，30，000，26，000に相当した．
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Fig．11　Sephadex　G－200　gel負ltration　patterns
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Fig．10　SDS－polyacrylamide　gel　electrophoresis
　　　　　of　chrQmatographically　isolated　S－sulfo
　　　　　chains　Qf　fractiQn　1－4．
　1：S－sulfo　fibrinogen，　2＝rchain，　3＝Bβ
　chai．n，　41　Aαchain
3・3Fibrinoge賦（1－4分画）の分解過程に関する検討
　実験方法で記載した如く，丘brinogen（1－4分画）につき
plasmin処理を行い，分解過程の進行を経時的に検索
した．
　3・3・1Fibrinogen分解産物（F音DP）の分離
　分解開始後2分，3分，5分，15分，20分，45分の各時点
で反応を停止させ，Sephadex　G－200　colunmによる分
子量変動の観察と生成したFgDPの分離を試みた．成績
はFig，11に示す如くで，分解開始後0分，2分ではvoid
volume（175　m♂）に引き続きelution　volume　180　m♂の
ところにpeakを認めたが，分解開始後3分から20分ま
ではこれよりもややelution位置が遅れelutioh　volume
190mZのところにpeakが出現し，分子量の軽度の減少が
みられた．さらに分解開始後45分にはelution　volume
200m♂のところに，その溶出部位から推定してX24・25）と
思われる分画が溶出され，分解開始後3時間にはelution
volume　230　mZのところにY24・25），2901n♂のところにD，
E24β5）と思われる分画が得られた．
　3・3・2　FgDPの各分画の等呼続分画成績
　上記操作により得られた各分解時点でのFgDP分画を
column法で等電点分画すると，各分画ともほぼ単一の
peakを示し，そのplとpH　rangeはTable　2に示すよ
うに，plasmin分解が進行するに従い少しずつ酸性側の
方向へ移行する傾向が認められ，分解開始後3分から20
分までのFgDPは極めて近似のplを示し，1－8分画のそ
れにほぼ一致してい．た．またFig．12に示すように，　GEF
Table　2　ム08♂β6オ7一ガ。〆）o沈差5（ゾ嘲3砂肋4侃G－200
　　　　　助」α勿∫∫ゾノ1ん加098刀4魯85孟∫
Time　ofdigestion
1．soelectric
　point pH　range
　Omin
　2min
　＝3min
　5min
15min
20min
45min（Fragment　X）
180min（Fragment　Y）
6．80
6マ0
6．58
6，57
6．56
6．55
6．48
6．23
5．92－7．54
5．92－7653
590－7．29
5．88－7．29
5．82－7．26
5．78」7．23
5．76－6．71
5。74－6．69
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Slabgel　isoelectrofocusing　Patterns
of　Sephadex　G－200　eluates　of　fibrin－
ogen　digests．
法では各FgDP分画のいずれも数本のsub－bandを認め
たが，全体的にplasmin分解が進行するにつれてpl値
が低下する傾向を有し，column法と同様の等電点分画
patternの変化を示した．
　3・3・3FgDPの各分画のSDS－PAGE法に
　　　　よる泳動成績
　Subunit組成の上では，　Fig．13に示すように，　Plasmin
分解の進行につれてAα鎖の崩壊が著明となり，分解開始
後20分のFgDP分画にはAα鎖のbandはほとんど消
失し，Aα鎖に由来すると思われる分子量25，000のAα1
鎖と考えられる弱いbandを認め，1－8分画の泳動所見に
ほぼ一致した．またX分画ではAα鎖，Aα’鎖の消失に
加えBβ鎖もほとんど崩壊し，Bβ鎖に由来すると思われ
る分子量52，000のBβ’鎖の出現が認められた．Plasmin
分解の進行に伴なう分子量変動を調べるために，各FgDP
分画のSDS－polyacrylamide　gradient－gel電気泳動法を
実施した．この目的のため試料のmercapt。ethanol処理
は行わず，4～30傷のconcave　gradient－gelを使用した。
Flg，14に示すように，いずれの分画もその泳動bandは
ややd遜useで，　GEF法による等電点分画成績と同様，
分子サイズを多少異にする群として認識される成績を得
た．各泳動bandの中央位置から分子量を推定すると，
1－4分画の分子量は360，000であり，plasmin分解開始後
2分，5分，15分，20分ではその分子量は350，000，345，000，
330，000，310，000と漸次減少し1－8分画の分子量は300，000
で分解開始後20分のFgDPとほぼ同様であった．なお分
子量測定範囲誤差は±5，000であった．
3・4　円偏光二色性に関する実験成績
　FibrinogenおよびFgDPの各分画の高次構造を円偏
光二色性により検討した．Fig．15に示すように，円偏光
二色性スペクトルから推察して1－8分画は1－4分画に比べ
て二次構造がやや不規則性を示していた．また1－1分画の
等電点分画によるPeak］1は1－4分画と，　peak　Iと分解
A撰。。’．”
叩
，，．
輪璽「
’1．．
Bβ。。 ・　’．．
．覧噛．・監
γ。。1ヒ
、’@’－　．　77　　’
@　　噛　」 鱒轍Pの柳
轍蝋
．纏1 £ 3．． ＄ ．驚 無・ 葡
琳
τ1． 響鵜 伯 ¢s
継w
…遷鶏癖のゆi
i懇
…鍵黛鍛◎Gi
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　　　　　oresis　of　Sephadex　G－200　eluates　of
　　　　　fibrinogen　digests，
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Fig。14　SDS－polyacrylamide　gradient－gel　electro－
　　　　　phoresis　of　且brinogen　subfractions　and
　　　　　Sephadex　G－200　eluates　of　丘brinogen
　　　　　digests．
A；albumin，　O　ovalbumin，　C＝chymotr－
ypsinogen，　M＝myoglobin，
1＝fraction　1－8，　2：fraction　1－4，　3：2－min
digest，　　4＝5－min　digest，　　5＝15－rnin　digest，
6：20－min　degest，　7，8：45－min　digest（Frag－
ment　X）
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Fig．15　Circular　dichroism　spectra　of丘brinogen
　　　　　Subfractions　and　Sephadex　G－200　eluates
　　　　　of五brinogen　digests．
curve　1＝fraction　1－4　　　curve　2：peak　I正，
curve　3二　5－rnin　digest，　　curve　4：　peak　I，
curve　5二　fraction　1－8，　　curve　6＝20－min　digest．
開始後20分のFgDPは1－8分画とそれぞれ同様なスペ
クトルpatternを示し，二次構造においても類似性が確
認された．分解開始後5分のFgDPは1－4分画と1－8分
画の中間のスペクトルpatternを示した．
3・5Fibrinogα1およびFgDPの各分画の
　　thrombin時間に関する検討
　生物学的特性を調べる目的でthrombin時間を測定し
た．Fig．16に示すように，いずれの分画も基質としての
丘brinogenまたはFgDPが増量するにつれてthrombin
時間がやや促進する傾向を示した．Fibr玉nogenまたは
FgDP量を！mg／m♂として比較検討すると，1－8分画の
thrombin時間は35秒，1－4分画は17秒であり，！－8分
画の方が約2倍の延長を示した．そして，さらに1－1分画
の等電点分画法によるpeak皿のthrombin時間は18
秒で1－4分画と差がなく，peak　Iと分解開始後20分の
FgDPのthrombin時間はそれぞれ33秒，37秒で1－8
分画と近似していた．また分解開始後5分のFgDPの
thrombin時間は21秒で1－4分画よりもやや延長し，1－6
分画のthrombin時間は1－4分画と1－8分画の中間であ
った，
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Thrombin　clotting　times　of丘brinogen
Subfractions　and　Sephadex　G－200　eluates
of　fibrinogen　digests．
　　 　　○：　fraction　1－8，　　ロニ　peak　1，
　　　　　▲＝5－min　digest，　　△：peak
fraction　1－4．
3・6癌患者血中丘brinogenのmicroheterogendty
　　に関する検討
　瘤患者の飾rinogen（1－1分画）は正常者のものと同様
96傷前後の凝固能を有し，subunit組成上も差は認めら
れなかった．胃癌患者の1－1分画をcolumn法で等電点
分画すると，Fig．17に示すように，　pH　rangeは6．2！～
7，14の間にあり，正常者のそれよりもやや幅狭く分画さ
れた．また，さらに分画patternは3つのmain　peak
を示し，peakのplはpH　6．61，6．70，6．86であり，正常
者の1－1分画のIEF　patternと比較すると，　pl　6．61の
peakはpeak　Iに，　pI　6．86のpeakはpeak■にそれ
ぞれ相当すると推定され，pI　6．70のpeakの出現は癌患
者に特徴的であった．しかしこのpeakに関してはsubu－
nit組成，　thrombin時間，分子量上1－4分画と差がない
ことから，質的に新しい腫瘍特異的な飾rinQgenとは思
われず，等電点から考えるとplasmin分解段目始後2分野
FgDPに相当するものと推測された．量的にはpl　6．70の
peakがもっとも高く，　pl　6．86のpeakが減少し，相対
的にpl　6．61のpeakが増加しているとみなされた．また
Fig．18に示すように，　GEF法でも，胃癌患者では正常
者と比較して，分離されたsub－bandのうちよりアルカリ
側に近い領域のbandが減少し，中央およびより酸性側に
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近い領域のbandが増加している傾向が認められ，　column
法と同様のIEF　patternの変化を示した．癌患者且brino－
genのIEF　patternは血漿丘brinogen値が400　mg／dZ
以上と増加している各種癌患者の8症例で検討したが，若
干の相違はあるがほぼ類似したpatternを示した．以上
のIEF法の結果より，前述の飾rinogenがPlasmin分
解を受けるに従いそのpl値が低下する実験成績から考え
ると，癌患者では正常者と比べて血中丘brinogen分画中
においてはplasmin分解を受けたものが相対的に増加し
ていると思われる．
．剣噸繊
↓
回
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4　総括および考按
　近年，蛋白質の分画，精製法が進歩するにつれ凝固系に
含まれる諸因子が分離され，血液凝固の複雑な反応機転が
明らかになりつつあるが，飾rinogenは他の凝血因子に
比べ多量に血漿中に存在することや分離精製法が比較的早
く確立されたことなどから，かなり早くより血液凝固機序
の研究分野で広く研究対象とされてきた．特に今日まで
丘brin・genの構造や特性，飾rinogen一飾rin変換に伴な
う化学的変化ならびに丘brin分子のゲル形成に際しての
Fig・18
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重合や集合の分子機構，さらにFDP26）（五brinogenおよ
び飾rin　degradation　products）に関して多くの知見が
集積されてきている、しかしながら，fibrinogenのmi－
croheterogeDeityの分析に関しては，1963年，　Finla塀on
and　Mosess・n5）が明確にその存在を報告して以来しばし
ば指摘されてきたが，その本態に関しては未だ不明な点が
多い．現在まで，人の血中飾rinogenのmicrQhetero－
geneityについての報告は，大別して，　Finlayson　and
Mosesson5）によりカラムクロマト上見出されたものと，
1966年，MQsessQn　and　Sherry7）によりethanol－glyc－
ine分画上見出されたものとに代表され，それぞれ異なっ
た成立機序が考えられている．しかしながら，近年，各種蛋
白，酵素などの新しい分画法として急速にその重要性を増
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しつつある等電点分画法による飾rinogenのmlcro－
heterogeneityについての報告は多くない．本研究では，
等電点分画法を中心に正常者および癌患者の血中飾ri－
nogenを分析したが，以下従来報告されている丘brinogen
のmicroheterogeneityとの関連性について検討しその
発現機序と意義について考察を加えたい．
4・11－4分画のmicrohe亡erogeneityとその
　　分析について
　Slabgel等電点分画法で正常者の1血漿より得られた1－4
分画を分画すると，数本のSub－bandが観察されたことか
ら，等電点を多少異にする一つの群として認識され，
column等電点分画法によりそのmain　bandのplは
pH「6．83である成績が得られた．　Gel等電点分画法による
1－4分画のmicroheterogeneityの報告としては，　Arnes－
en9，27），　Gaffneylo），　Kranzら2s），　Soriaら29）の報告があ
る．泳動条件，使用しているurea濃度，丘brinQgenの
種類などが各報告者により多少異なるため，認められる
bandの数と等電点がそれぞれ相違しているが，いずれも
本報告と同様に分離patternの多様性を見出している．
Mihalyi30）はTiselius電気泳動法で丘brinogenはβと
アー910bulinの間に泳動され，　plはpH5．5と報告してい
るが，Henschen31）はpaper電気泳動法にて6Murea
存在下ではpH　6．2であると述べ，高濃度のurea中では
等電点が上昇することを示した．Fibrinogenはureaに
対して極めて安定であることが知られており32），本研究で
も7Murea中で五brinogenの二次構造に影響がみられ
なかったことから，等電点の移行はurea中において
丘brinogen分子のアミノ基の解離状態に変化が生じるこ
とに起因するものと推察される．Finlayson　and　Moses－
s・n5）は入の血漿より得られた1－4分画がDEAE－cellu－
lose　columnにより異なった2つの分画に分離することを
見出し，さらに彼らは牛，家兎，馬，猿などの脊椎動物か
らの1－4分画にも同様なmicroheterQgeneityの存在す
ることを明らかにした33）．Mosessonら34）はこれら2つ
の分画を8Murea存在下，　Cu＋2を触媒としてアルカリ
性でsul丘tolysisしS－S結合を切断後，　CM－cellulose
columnにて分別したγ鎖のpQlyacrylamide　gel電気
泳動法を実施し，DEAE－cellulose　columnから溶出さ
れる2番目の分画のγ鎖は2本のbandに分離すること
を見出し，γ鎖はplasmin分解を比較的受け難いこと
から，これらのmicroheterogeneityはγ鎖のvariant
に基づくと推論している，またSDS－polyacrylamide　gel
電気泳動法でM・sess・nら35）は，1－4分画にみられる分
子量の異なる2つのsub－bandは，　plasminにより一部
ペプチド水解を受けたためと推測している．等電点分画
法は高分離能を有していることから，この方法で認めうる
1－4分画のmicroheterQgeneityは様々な原因に基づく
すべてのtypeのmicroheterogeneityを反映している
と考えられるが，その可能性としては，1）本来丘brinog－
en分子内に存在するmicroheterogeneity，2）糖含量あ
るいはリン含量の相違，3）高濃度urea中における丘bri－
nogenのincomplete　unfolding，4）血中に自然に具備
された種々の蛋白分解酵素，主としてplas・ninにより修
飾された丘brinogenの存在などが考えられる．本研究で
は，7Murea中で飾rinogenのモル楕円率［θ］221に変
化がみられなかったことから，3）の可能性は否定できる．
また，CM－ce11ulose　columnで分離したAα鎖にmi－
croheterogeneityが認められ，　かつAα鎖はもっとも
plasmi 分解を受け易いこと36～39）から，4）の可能性が強
く示唆される．Mills　and　Karpatkln36）やSemefaro
ら40）はSDS－polyacrylamide　gel電気泳動法で，　Brum－
mel　and　Montogomery41）はacid　urea　gel電気泳動法
で，それぞれAα鎖にmicroheterogeneityの認められる
ことを報告し，これにはplasminが関与していると推定
している．
4・21－8分画の存在について
　Mosesson　and　Sherry7）は人の血漿から1－4分画に比
し溶解度の高い（8箔ethanol　soluble）1－8分画を分離精
製し，このものは血漿中の総丘brinogen量の約20％を
占め，thro・nbin時間が1－4分画のそれと比較して延長す
ることを報告し，Mosessonら8）は沈降拡散定数，沈降平
衡法により，1－4分画の分子量：325，000に対して1－8分画
の分子量269，000を報告した．以来，この凝固活性の異なる
分子量の小さい1－8分画の存在の原因と意義をめぐって研
究が重ねられてきた．Fletcherら42）により切η如”oにお
ける人および牛の1－4分画のplasminによる分解過程の
早期に分子量265，000でthrombin時間の延長する飾ri－
nogen誘導体が見出されたのに引き続いて，　Sher皿an
ら43〕は精製分離した丘brinogen誘導体は，分子量，糖含
量，N一末端アミノ酸，　thrombin時間など，いずれも1－8
分画と極めて類似していることを報告し，1－8分画はpla－
smin分解により1－4分画から由来した加窃ηo　proteo－
lytic　productであろうとした．その後，この説を支持す
る報告としては，Shermanら44）およびMosessonら38・45）
の報告がある．一方，これに対してMills　and　Karpa－
tkin46）は，　SDS－poユyacrylamide　gel電気泳動法で
thrombiHによる1－4分画の分解産物と1－8分画はsubu－
nit組成の上では高い類似性がみられると報告し，　throm－
binの有するproteolytic　activityが1－8分画の存在に関
与しているのであろうと述べ，前者と対立している．後者
316 石川一人血中FibrinogenのMicroheterogeneityに関する研究札幌医誌1979
に関して，thrombinは極めて穏やかであるがplasmin
と同様Arg－Lys結合をも加水分解することが知られてお
り47），事実，Matsudaら48），　Kang　and　TriantaphyL
lopoulos49），著者ら50）も1－4分画に純化精製したthrom－
binを加えたのち，丘brin塊のsubuni亡の受ける変化を
SDS－polyacrylamide　ge1電気泳動法で観察し，極めて
ゆつぐりとAα鎖が分解していく現象を確認している．し
かしながら，thrombinは高い特異性をもってArg－Gly
結合を水解し，丘brinogenにthrombinカミ作用した場合ま
ずAα鎖とBβと鎖のN一末端に位置する且brinopeptide
AおよびB51）が特異的に遊離され，N一末端のアミノ酸と
して新たにglycineが露出してくると考えられるが，
Mosessonら8）の報告でも明らかなように，1－4分画と1－8
分画のN一末端のアミノ酸分析ではalanine．　tyr・sineが
検出され，差は認められなかった．従って，thrombinが
加η加。において五brinogenolysisを引き起こし，1－8
分画を生成する可能性は極めて少ないといえる．本研究で
は，1－8分画の存在にplasminが関与していることを明
確にすべく，まず人血中から分離精製した！－1分画につい
て等電点分画法によりその分画態度を調べたところ，
slabge1等電点分画法では数本のsub－bandが観察され，
column等電点分画ではpl　6・60および6・83にmain
peakを認めた．さらに・各peakすなわちpeak　Iとpeak
I［をslabge1等電点分画法で分画すると，数本のsub－
bandに分離され，1－1分画は多様性であることを確認し
た．一方，slabge1等電点分画法で1－8分画と1－4分画を
分画すると，ともに数本のsub－bandが観察され多様性が
みられるが，column等電点分画法にてmain　peakの
plはそれぞれpH　6．59，6．86であり，等電点の上で1－8分
画はpeak工に，1－4分目はpeak豆に極めて類似してい
た．加えて凝固能，分子量，subunit構造，　p。1yacrylamide
gel電気泳動所見，　CDスペクトル，　thrombin時間など
いずれにおいても1－8分画はpeak　Iと，1－4分画はpeak
旦とほぼ同様であった事実より，peak　Iとpeak一はそ
れぞれ1－8分画と1－4分画に相当すると思われる．このこ
とはまた，分離精製過程中に1－1分画から1－8分画と1－4
分画の生成が起こるものでないことを証明している，すな
わち1－1分画の分離patternは加瞬ηoにおける1－8分
越と1－4分画の存在状態を反映していると考えられる．ま
た分離patternから推測されるpeak　Iとpeak】1の量
的分布が血漿中における1－8分画と1－4分画のそれと異な
っているが，これは1－1分画の分離精製過程で，1－8分画
に比べより多くの1－4分画が損失するためであろうと思わ
れる，また1－8分画の等電点が1－4分画に比べて低いが，
これはsubunitの中でも正荷電の高いAα鎖の分解，遊
離で説明できよう．また本実験から，従来agar　gelお
よびcellulose　acetate　paper電気泳動法では分離不可能
であった7＞1－8分画と1－4分画は，等電点分画法により明
瞭に異なった分画に分離することも知った．
　このように等電点分画法を用いた実験から丘brinogen
は等電点性状において多様性であることを知った．そこで
著者は丘brinogenの示す等電点の変化に与えるPlasmin
の影響を検討するために，等電点分画上から1－4分画の分
解過程を検索した．各分解時点で精製されたFgDPは
slabgel等電点分画法で数本のsub－bandが見出され，ま
た分子量においても多様性を認めた．これらの多様性は
1－4分画自体のmicroheter・geneityに起因するものとも
考えられるが，一方，連続的でしかも作用点に関してやや
非特異的なplasmin分解によりわずかながら分解過程の
異なった分解産物が生成されるためとも推論される．事実
FDPのXとDは分解の程度からかなり不均一な断片の
集合であることが報告されているが39・52，53＞，最近，近江
ら54）はDとEは極めて不均一性の高い断片であることを
等電点分画の上で明らかにしている．また各FgDP分画
のmain　componentのplと分子量は，分解時間の経過
とともに減少する傾向を示した．この変化はsubunit組
成の変動すなわちAα鎖が徐々に崩壊していく現象と直接
関係していると思われるが，plの低下の原因は現在のとこ
ろ明らかでない．しかしながら，以下の説明はplの低下
の機序に関して示竣を含んでいると思われる．Fibrin
mQnomerの等電点が丘brinQgenのpH　5．5よりわずか
に高いpH　5．6になるが30，55），この差は五brinogen分子
のN一末端にある強い酸性ペプチドA，Bがthrombin
によって遊離されたために生じたのであろうとされてい
る．PlaSminによる分解過程はAα鎖のC一末端側から
起こることから38，56），今後，C一末端側のアミノ酸の一次
構造 らびにpiasminの特異的な作用点が明確になれ
ば，plの低下機序が解明されるものと思われる．なお分
解開始後，20分の時点で出現してくるFgDP当分は1－8
分画に近似したpIを有し，凝固能，分子量，　subunit組
成，CDスペクトル，　thrombin時間など，いずれも1－8
分画とほぼ同様であった．またX分画はこれよりも遅れ
て出現し，plもより低値であり，　Y分画はさらに低い
plを示していた．以上の結果から，1－8分画は血中で1－4
分画がplasminによりcatabolizeされX分画になる際
の前駆体であることは明らかであり，これが等電点分画上
peak　Iとして観察されるものと推定される．また本実験
から，丘brinogenのplの低下はその分解過程とよく平行
することを知った．
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4・3Fibrinogenのmicroheterogeneityの
　　意義について
　血中に存在する1－8分画がいかなる生物学的意義を持っ
ているかは現在のところ明らかでない．FDPについては，
1）強い抗thrombin作用25），2）丘brin　monomerの重合
阻止作用57），3＞血小板の粘着や凝集反応を阻害する作用58＞
などを有することが知られているが，1－8分画に関してこ
れらのFDPと同様な機能があるか否か，今後に残された
問題である．
　ところで1－8分画がX分画の前駆体に相当するもので
あることは本実験に示したとおりであるが，このことは血
中で丘brinogenは生理的状態においても常時plasmin
によりcatabolizeされていることを意味するものであり
従って生理的条件下での血中の線溶活性を反映していると
もいえる．事実，板岡59）は播種性血管内血液凝固症候群
（disse皿inated　intravascular　coagulation，　DIC）の観察
ならびに家兎の実験成績より，生理的状態においても
飾rin形成との均衡において線溶が潜在的に働らいている
ものと推定されると述べている．等電点分画上見出された
microheterogeneityは血中における飾rinogenの多様
性の状態を良く反映していると考えられ，かつ飾rinoge且
の分解の程度はplの値に良く反映されることから，精製
丘brincgenの等子分点画patternとplの把握より血中
の線溶活性の軽四な変動を早期に知ることが可能であり，
このことは線溶系の動態の新しい見方として臨床的に意義
があると思われる，この様な観点に立つと，癌患者におい
ては質的に正常者と異なる腫瘍特異恥丘brinogenの存在
を示す成績は得られなかったことから，癌患者の飾rino－
genにみられる等電点分画patternの変動は，癌患者血
中における茄rinogenの増加と線溶状態の変化に基づく
ものと推察される．すなわち癌患者の高飾rinogen血症
発生の機序については，現在では未だ明らかでないが，こ
の高目rinogen血症のため癌愚者では，正常者と比較し
て相対的に血中の線溶は西進していると考えられる．事実
最近，近江ら54）はradioimmuRoassay法を用いて，飾r－
inogen値が473　mg／dZと高値を示した結腸癌患者では，
正常者と比較して血清中のE分画が高値であると報告し
ている．癌患者にみられるこの様な軽度の線溶物干状態は
DICの極く初期の段階ともみなされるが，いずれにしても
わずかな線溶の充進により丘brinogenの等電点分画pat－
ternの変動がもたらされたものと考えられる．
5　結　　語
　正常者および癌患者血漿中の丘brinogenのmicrohe－
ter・geneityを丘brinogenのplasminによる分解過程
から検討し以下の結論を得た．
　1）1－1分画，1－4分画および1－8分画の各丘brinogen
分画を等電点分画法にて検討したところ，いずれも数本の
sub－bandが観察され，・nicroheterogeneityの存在を示
していた．
　2）CM－cellu1・se　c・1umnにて分別した1－4分画の
Aα鎖は，SDS－polyacrylamide　gel電気泳動法および等
電点分画法で数本のsub－bandに分離し，このことはAα
鎖が既にplasminによりペプチド水解を受けていたと推
定された．
　3）1－8分画は，等電点，凝固能，分子量，subunit組
成，polyacrylamide　ge1電気泳動所見，　CDスペクトル，
thrombin時間上1－1分画の等電点分画法によるpeak　I
に一致すると思われた．
　4）！－4分画は上記と同様な比較上から1－1分画の等電
点分画法によるpeak■に一致すると思われた．
　5）等電点分画法とSDS－polyacrylamide　ge1電気泳
動法にて1－4分画のplasminによる分解過程を検討した
ところ，分解が進行するにつれpl値と分子量が減少し，
これはAα鎖の崩壊程度と関係があると推定された．
　6＞分解開始後20分の時点で，等電点，凝固能，分子
量，subunit組成，　CDスペクトル，　thrombin時間上
！－8分画に一致すると思われる丘brinogen誘導体の出現
を認めた．
　7）癌患者の血中丘brinogen分画中には，正常者と比
較してplasmin分解を受けたものが相対的に増加してい
るという特徴があった．
　以上の結果より，血中で丘brinogenが微：量のplasmin
により常時catabolizeされていることが丘brinogenに
多様性を生じさせる原因の一つと考えられ，1－8分画は1－4
分画がplasmin分解を受けX分画になる際の前駆体で
あると推定された．さらに，この多様性の様子は等電点分
画法により正確に捉えることができ，このことから血中の
線溶状態を推測することも可能であると思われた．
　稿を終るにあたり，御指導，御校閲をいただいた漆崎一
朗教授，また御．協力いただいた癌研内科教室員各位に深く
感謝いたします．
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